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RESUMO

Maytenus guianensis € uma espécie vegetal representante da familia Celastraceae,
endémica da Amazonia brasileira, onde é conhecida por chichua. Suas folhas séo utilizadas
na medicina popular para o tratamento de doencas do trato gastrointestinal, antiparasitéria
e anticancerigeno. Acredita-se que essa acdo farmacologica pode estar relacionada a
presenca de terpendides ocorrentes nesse género, o que justifica a realizacdo do presente
estudo que objetivou uma analise genotdxica e antibacteriana de fracdes e isolados de
Maytenus guianensis. As andlises genotoxica e mutagénica da fracdo hexanica foram
realizadas pelos métodos de germinacéo dos meristemas, indice mitético e micronicleo em
Allium cepa. Considerando os resultados dos testes, as fracdes FH e FC de M. guianensis
ndo apresentaram efeitos toxicos, citotoxicos e mutagénicos e a FH ainda apresentou efeito
antitoxico, anticitotoxico e antimutagénico. Para investigacdo do potencial antibacteriano,
as amostras foram submetidas a ensaios de atividade antimicrobiana utilizando a técnica de
difusdo em disco. As bactérias patogénicas Staphylococcus aureus ATCC 12598,
Streptococcus pneumoniae ATCC 11733, Escherichia coli ATCC 10536 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 foram crescidas a 37°C por 4-6 h sendo sua turbidez ajustada
para escala 0,5 de McFarland. As bactérias foram inoculadas em placas de Petri,
depositados sobre estes discos de papel e sobres estes 20 pL das amostras e incubados a 37
°C por 24 h. Posteriormente ao processo de incubacéo, foram considerados com atividade
antibacteriana, as amostras que ndo permitiram o crescimento bacteriano ao redor do disco.
Para o controle positivo foi utilizado o Clorofenicol 30mg/mL. Foi observado que a FH e o
isolado Tingenina B ndo apresentaram efeitos satisfatério contra as cepas E. coli e k.
pneumoniae, todavia ambas as drogas mostraram potencial antibacteriano contra S. aureus
e S. pneumoniae. As amostras foram submetidos a novos testes para determinacdo da
concentracdo inibitéria minina (CIM), para cada uma das espécies de bactérias que
apresentaram atividade satisfatéria. Cada uma das amostras foi diluida a partir da
concentragdo inicial na proporcéo 1:1 acrescentando 200 pL para cada diluigdo, totalizando
6 concentracOes diferentes. A CIM foi determinada para FH contra S. aureus em 0,37
pg/mL com alo de inibicdo de 10,3 mm e para a cepa de S. pneumoniae CIM 5 pg/mL
apresentando alo de inibigdo de 9,2 mm. Os testes do isolado Tingenina B contra as cepas,
apresentaram uma CIM de 0,37 pg/mL com alo de inibicdo de 11,5 mm e 2,5 pug/mL
apresentando alo de 8,5 mm respectivamente. Estes resultados mostraram que a entrecasca
M. guianensis ndo possuem efeito tdxico, citotoxico e mutagénico e ainda apresentaram
efeitos antitdxicos, anticitotoxicos e antimutagénico com atividade antibacteriana, sendo
indicados estudos futuros para investigar o mecanismo de acdo para cada atividade
avaliada, visando a obtencdo de um novo protétipo de farmaco ou fitoterapico como
antibiético e antitumoral que possam servir de subsidio, para novas alternativas
terapéuticas.

Palavras-chave: Maytenus guianensis, Genotoxicidade, Staphylococcus aureus e

Streptococcus pneumoniae
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ABSTRACT

Maytenus guianensis is a species representative of the Celastraceae family, endemic in the
Brazilian Amazon, which is known for chichué. The leaves are used in folk medicine for
the treatment of diseases of the gastrointestinal tract, anticancer and antiparasitic. It is
believed that the pharmacological action may be related to the presence of terpenoids
occurring in this genre, which justifies the completion of this study that aimed a genotoxic
and antibacterial analysis of fractions and isolated from Maytenus guianensis. The
genotoxic and mutagenic analysis of the hexane fraction were carried out by the methods
of germination of meristems, mitotic index and micronucleus Allium Cepa. Considering
the test results, the HF and CF M. guianensis fractions showed no toxic effects, cytotoxic
and mutagenic and FH also presented antitoxic, anticitotoxico and antimutagenic effect. To
investigate the antimicrobial activity, the samples were subjected to antimicrobial activity
tests using the disk diffusion method. Pathogenic bacteria Staphylococcus aureus ATCC
12598, Streptococcus pneumoniae ATCC 11733, Escherichia coli ATCC 10536 and
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 were grown at 37 ° C for 4-6 h and turbidity
adjusted to 0.5 McFarland scale. The bacteria were seeded in Petri dishes deposited on
these paper discs, and these envelopes 20 uL of the samples and incubated at 37 ° C for 24
h. Subsequent to the incubation process, were considered to have antibacterial activity, the
samples did not allow bacterial growth around the disk. For the positive control was used
the chloramphenicol 30mg / ml. It was observed that the HF and isolated Tingenina B does
not have a satisfactory effect against strains of E. coli and K. pneumoniae, however, both
drugs showed antimicrobial activity against S. aureus and S. pneumoniae. Samples were
subjected to further testing to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) for
each bacteria species that showed satisfactory activity. Each sample was diluted from the
initial concentration in the 1: 1 ratio by adding 200 uL for each dilution, totaling 6 different
concentrations. The MIC was determined to FH against S. aureus of 0.37 g / ml with allo
inhibition of 10.3 mm and the strain of S. pneumoniae MIC 5 ug / ml presenting allo
inhibition of 9.2 mm. Isolated tests Tingenina B against strains showed a MIC of 0.37 g /
ml with allo inhibition of 11.5 mm and 2.5 ug / ml presenting allo 8.5 mm respectively.
These results showed that the bast M. guianensis have no toxic effect, cytotoxic and
mutagenic and still had antitoxic, anticitotoxicos and antimutagenic effects with
antibacterial activity, and indicated future studies to investigate the mechanism of action
for each assessed activity in order to obtain a new drug prototype or herbal medicine as
antitumor antibiotic and that can serve as a basis for new therapeutic alternatives.

Keywords: Maytenus guianensis, genotoxicity, Staphylococcus aureus and Streptococcus
pneumoniae
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Ao longo da evolugdo humana, o homem foi aprendendo a selecionar plantas para
sua alimentacdo e tratamento de suas enfermidades, dessa forma, o conhecimento e
dominio sobre esses vegetais foi sendo adquirido por muitos povos (FERREIRA; PINTO,
2010).

Até os XVIII e XIX, as plantas e seus extratos foram utilizados como medicamentos
pela maioria das terapéuticas, fossem elas tradicionais, de cunho popular, exotérico ou néo,
com o avanco de novas tecnologias foi possivel isolar e/ou sintetizar substancias ativas de
origem natural, como por exemplo, a morfina (1803), a quinina (1819) e a atropina (1831)
(NASCIMENTO, 2006; SOUZA, 2013). E foi possivel observar, em alguns casos, que
esses recursos diminuiam riscos de toxicidade e aumentavam a eficacia do tratamento
(GUERRA; NODARI, 2010; SOUZA, 2013).

Até meados do século XX, as plantas medicinais constituiam a base da terapia
medicamentosa, foi quando a terapia com sintese quimica teve seu inicio no final do século
XIX, apresentando um grande avanco, porém devido as expectativas exageradas, 0s
vegetais passaram novamente a ser foco das pesquisas farmacoldgicas (FLOGLIO et al.,
2006).

A exploracdo desses recursos se faz em varios setores da ciéncia, com aplicacdo
industrial e além de fornecer substancias ativas em seu estado natural, algumas espécies
também podem apresentar compostos passiveis de modificacdes quimicas (KINGHORN;
BALANDRIN, 1993; SOUZA, 2013).

Esses compostos que sdo derivados diretamente ou indiretamente de plantas
medicinais (SHAKERI; BOSKABADY, 2015), mas ainda se tem um grande potencial
etnofarmacoldgico, visto que em todo mundo apenas 17% das plantas foram estudadas de
alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal (FLOGLIO et al.,2006).

Os farmacos produzidos através de produtos naturais sdo capazes de tratar 87% das
enfermidades humanas, podendo ser como antibacteriano, anticoagulantes, antiparasitarios,
imunossupressores, anticancerigenos, entre outros (BRANDAO et al., 2010). Esse fato
pode ser observado tendo em vista que 60% dos medicamentos anticancerigenos
atualmente disponiveis na terapéutica apresentam alguma relacdo com produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2007; BRASIL, 2013).

No mundo, ha aproximadamente 290 mil espécies de plantas e destas menos de 216
mil sdo catalogadas (MORA et al., 2011). O Brasil estd entre 0s paises com maior
biodiversidade de plantas do planeta, com cerca de 20% da flora do mundial (MMA, 1998;
GIULITTE, 2005; MENEGUETTI et al., 2014b), sendo que a maioria esta concentrado na
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regido norte do pais (NOLDIN et al., 2006), sendo um regido estratégica para estudos com
plantas medicinais.

Entre as familias botanicas com potencial para a producdo de farmacos, recebe
destaque a Celastraceae com cerca de 1.200 espécies distribuidas nas regifes tropicais e
subtropicais (CARVALHO, 2011), dentre estas a espécie Maytenus guianensis, que €
descrita com diversas atividades farmacologicas pelas populacGes tradicionais, sendo que
as atividades dessa espécie ja demonstraram efeitos antiparasitarios, antimutagénico e
antigenotéxico (MENEGUETTI et al., 2014a; MENEGUETTI et al, 2014b;
MENEGUETTI et al., 2015a; MENEGUETTI et al., 2015b). Sendo necessaria a realizacéo
de estudos com diferentes fracbes, com o intuito de potencializar os efeitos ja encontrados
em outros estudos e também aumentar a seguranca etnofarmacoldgica em relacdo a
utilizacdo desta espécie. Indispensaveis também sdo as pesquisas para averiguar a atividade
antibacteriana, levando em consideracdo que sdo quase inexistentes dados cientificos que
comprovem a mesma.

A fim de aumentar a seguranca da medicina tradicional e possibilitar o futuro
desenvolvimento de um farmaco ou até mesmo um fitoterdpico, o governo brasileiro
definiu a politica nacional de inclusdo de plantas medicinais como forma de tratamento
complementar (CARVALHO et al., 2011), e isso fez com que nos ultimos anos tenha
ocorrido um expressivo nimero de interesse por plantas medicinais, esse fato pode ser
evidenciado pelo aumento no nimero de publicacdes nesta linha de pesquisa em revistas
indexadas (CALIXTO, 2000).

Essa classe também se encontra em expansao em funcdo de necessitar o menor aporte
financeiro e curto espaco de tempo para sua comercializacdo (NIERO, 2010; BRASIL,
2013). Em contra partida, acontecem alguns problemas peculiares em decorréncia do
controle de qualidade, isso acontece devido a natureza da planta, formadas por misturas
complexas de compostos que podem variar consideravelmente dependendo dos fatores
ambientais e genéticos. Além disso, 0s principios ativos responsaveis pelos efeitos
terapéuticos sdo muitas vezes desconhecidos o que impede o nivel de controle de qualidade
(ARGENTA et al., 2011; BRASIL, 2013).

Devido a esses fatores, houve um avango no desenvolvimento de técnicas de
isolamentos de substdncias puras de produtos naturais, principalmente as técnicas de
separagdo cromatografica e os métodos de elucidacdo estrutural possibilitaram isolar e
identificar os principios ativos dos produtos naturais usados na medicina popular (SILVIA
et al., 2003; BRASIL, 2013). Além do uso terapéutico, havia também um grande interesse
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na obtencdo de corantes, polimeros, fibras, colas, Oleos, aromatizantes e perfumes
(CROTEAU et al., 2000; BRASIL, 2013), dessa forma, os produtos naturais continuaram
estimulando o desenvolvimento da quimica organica, em busca de melhores caracteristicas
farmacologicas e farmacocinéticas destes produtos (HARVEY, 2008; BRASIL, 2013).
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2.1. FAMILIA CELASTRACEAE:

Na Amazbnia existem inGmeras plantas que possuem atividade medicinal
(OSAKADA, 2009), entre elas, a familia Celastraceae, onde as primeiras pesquisas
quimicas realizadas ocorreram no inicio do século XIX, a partir do isolamento da
maitansina (Figura 1A), um alcal6ide proveniente da espécie Maytenus sp. com atividade
antitumoral (KUPCHAN et al., 1972; BRASIL, 2013). Os crescentes estudos foram
intensificados com a descoberta da acdo antitumoral apresentada pela tingenona (Figura
1B) de natureza triterpénica pentaciclica (MARINI-BETTOLO, 1974; BRASIL, 2013).

- : i p o
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Figura 1: Compostos isolados A) Maitansina B)Tingenona Fonte: MARINI-BETTOLO, 1974; BRASIL,2013

A familia Celastraceae, que sdo antecedidas pelas seguintes classificacfes
taxonémicas: Grupo das Angiospermas, subclasse: Rosidae, ordem: Celastrales. Os
modelos de classificacdo mais recentes utilizam, além da semelhanca morfoldgica, a
repeticdo de determinados genes em um grupo de espécies. Com o auxilio de técnicas de
biologia molecular, foi possivel agrupar espécies a familia Celastraceae e organizar as
subfamilias (SIMMONS, 2004; SOUZA, 2013).

Nas analises taxondmicas dessas espécies observa-se um padrdo sistematico de
distribuicdo de alguns metabolitos (DHARMASSREE, 1982; SOUZA, 2013). A familia
Celastraceae, tem mostrado de grande interesse devido sua atividade farmacoldgica, tais
como: anti-reumatica, antibacteriana, antitumoral, acdo curativa em feridas de pele, acdo

antiucerogénica, cicatrizante e antiinflamatoria, inseticidade e imunossupressora
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(FONSECA et al., 2007). Em isolamentos de substancias a partir de extratos de folhas,
caules e raizes em espécies da familia Celastraceae é comum encontrar compostos que sao
ricos em esteroidais e triterpendides, como triterpenos pentaciclicos, friedelanicos e
quinonoidicos,  sesquiterpenos, secofriedelanos e  esterdides (MAIA; LIMA;
VASCONCELLOS, 2009). Também ja foram isolados derivados agarofuranicos,
catequinas, proantocianidinas, glicosideos, flavandides glicosilados e alcaldides piridinicos
sesquiterpénicos (FONSECA et al., 2007).

A familia Celastraceae, esta distribuida em todo mundo, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais como China, Africa, Paraguai, Brasil, Argentina, Uruguai e ainda o
Sul da Arabia Saudita (ALAJMI; ALAM, 2014). No Brasil, é representada por quatro
géneros: Austroplenckia, Franhofera, Maytenus e Salacia (DE OLIVEIRA et al., 2006;
MENEGUETTI, 2015), entre estes, recebe destaque o género Maytenus sendo o maior
dessa familia possuindo cerca de 225 espécies (NEGRI; POSSAMAI; NNAKASHIMA,
2009; ALMEIDA et al., 2010; MENEGUETTI, 2015)

2.2. Género Maytenus

O nome Maytenus ¢ derivado da palavra “Maytén”, usado pela primeira vez pelo
povo “Mapuche” (Homem da terra) do Chile, de acordo com o folclore sul americano, uma
série de usos medicinais tem sido atribuida a vérias espécies de Maytenus, este género é
amplamente utilizado na medicina tradicional principalmente para o tratamento de doengas
gastricas (NIERO et al., 2011; BRASIL, 2013).

O género Maytenus esta inserido dentro da familia Celastraceae, que esta distribuida
por todo territério brasileiro, ocorrendo na regido Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Parg,
Rondénia, Roraima), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo),
Sul (Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (JOFFILY; VIEIRA, 2005; LOMBARDI;
GROPPO; BIRAL, 2015; MENEGUETTI, 2015).

Esse género é de interesse visto que varias espécies sdo utilizadas na medicina

tradicional, entre elas podemos destacar algumas espécies:

o Maytenus aquifolium conhecida popularmente como espinheira santa,
apresenta acdo antitlcera e analgesico (SOUZA — FORMIGONI et al., 1991; COELHO; DI
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STASI; VILEGAS, 2003; TIBETI et al., 2007; NIERO; ANDRADE; CECHINEL FILHO,
2013; MENEGUETTI, 2015);

o Maytenus ebenifolia usada para tratamento de reumatismo, hemorrdéidas,
artrite, resfriados, disenteria, erupces da pele, inchaco dos rins, bronquite e infeccdes
femininas, relaxante muscular, analgésicos, anticancerigeno, afrodisiaco e tonico
estimulante (ITOKAWA et al., 1993; MACARI; PORTELA; POHLIT, 2006; REVILLA,
2002; MENEGUETTI, 2015);

o Maytenus ilicifolia acdo farmacoldgica como antitlcera, diurético, relaxante,
antitumoral, digestivo, abortivo, anticoncepcional, tratamento de feridas, antiséptico,
antiasmatico, analgésico, anticancerigeno, antiinflamatérios e acelerador de menstruacédo
(ARENAS; AZORERO, 1977; MONTANARI; CARVALHO; DOLDER, 1988;
CORDEIRO; VILEGAS; LANCAS, 1999; MONTANARI; BENVILACQUA, 2002;
JORGE et al.,, 2004; VELLOSA et al., 2006; PESSUTO et al.,, 2009; SANTOS -
OLIVEIRA; COULAUDCUNHA; COLAGCO, 2009; NIERO; ANDRADE;CHECHINEL;
MENEGUETTI, 2015);

. Maytenus guianensis acao farmacoldgica contra rumatismo, hemorroidas,
artrite, resfriados, disenteria, erupcdes da pele, inchaco dos rins, bronquite e infeccOes
femininas, relaxante  muscular, analgésicos, antiinflamatério, antiparasitario,
anticancerigeno, afrodisiaco e ténico estimulante (FILHO, 2011; REVILLA, 2002;
BORRAS, 2003; MACARI; PORTELA; POHLIT, 2006; FONSECA et al., 2007; PRATA;
MENDONCA, 2009; MENEGUETTI, 2015);

. Maytenus obtusifolia apresenta acdo contra antiGlcera, ansioliticos,
antitumoral e antiinflamatério (MOTA et al., 2008; NIERO; ANDRADE; CECHINEL
FILHO, 2011; MENEGUETTI, 2015);

. Maytenus rigida agdo farmacologica Analgésico, antiinfeccioso e
antiinflamatério (MOTA et al., 2008; NIERO ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011;
MENEGUETTI, 2015);

o Maytenus robusta acdo contra antitlcera (NIERO et al., 2006; ANDRADE et
al., 2007; ANDRADE et al., 2008; NIERO; ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011;
MENEGUETTI, 2015);

o Maytenus salicifolia acdo como antialérgico e alivio de coceiras
(VALLADAO et al.,, 2009; NIERO; ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011,
MENEGUETTI, 2015);
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o Maytenus truncata acéo antitlcera, antiinflamatorio e contra doencas do Utero
(FONSECA et al., 1997; SALAZAR et al., 2001; SILVA et al., 2005; FONSECA et al.,
2007; NIERO; ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011; MENEGUETTI, 2015)

2.2.1 Potencial Antitumoral

Os tumores podem ser desencadeados devidos causas internas ou externas, sendo que
ambas estdo inter-relacionadas, dentre as causas internas estdo hereditariedade e
envelhecimento, os fatores ambientais sdo responsaveis de 80 a 90% dos casos de cancer,
sendo que os mais frequentes estdo relacionados ao tabagismo, alcoolismo, hébitos
alimentares, habitos sexuais, infeccdo viral, medicamentos, radiacdo solar e fatores
ocupacionais, dessa forma, o surgimento de cancer irdo depender da intensidade e duracéo
da exposicdo das células a esses fatores de riscos (INCA, 2012; SOUZA, 2013).

Muitos agentes mutagénicos atuam sobre as células, por meio de metabdlitos ativos
ou através de geracdo de radicais livres, que consequentemente, é sugerido que a sua
suplementacdo poderia melhorar os efeitos prejudiciais de processos oxidativos no
organismo vivo, ambos os dados clinicos e experimentais foram fornecidos para provar
esse processo (FERGUNSON et al., 2005; BRUNI et al., 2006).

As implicacbes dos efeitos genotoxicos de complexas misturas e produtos quimicos
incluem a iniciacdo de carcinogenicidade, a geracdo de distor¢bes hereditarias atraves de
mutacbes em células germinativas, e teratogenicidade (MITCHELMORE; CHIPMAN,
1998; RAYMUNDO et al., 2012). Um aumento na genotoxicidade é acompanhado a um
aumento do risco de cancer (HAGMAR et al., 1998; RAYMUNDO et al., 2012).

Para realizacdo do tratamento de alguns tipos de cancer, tem-se empregado o0 uso de
compostos de origem vegetal, entre estes estdo os alcaloides vimblastina e a vincristina,
extraidas da espécie Catharanthus roseus (L.) G. Don, cuja utilizacdo clinica se aplica no
tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovério e testiculos
(SOUZA, 2012).

Na busca de novos farmacos anticancerigenos de origem vegetal, é comum associar
técnicas fitoquimicas de isolamento a screenigs biologicos automatizados e uma das
primeiras etapas para esse tipo de investigagéo é a avaliagdo in vitro da atividade citotoxica
dos extratos de vegetais (SOUZA, 2012).

A citotoxicidade de espécies da familia Celastraceae ja foi relatada por alguns

estudos, entre 0s géneros, 0 que se destaca frente essas atividades € o género Maytenus sp.,
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sendo que algumas espécies apresentaram atividade citotdxica em ensaios com linhagens
celulares de adenocarcinoma de célon humano (HT29) e carcinoma de células pulmonares
humanas (NCIH460) (MONKS et al., 2002; SOUZA, 2012). A espécie Maytenus ovatus,
forneceu, através de estudo fitoquimico, a substancia maitansina, com elevado potencial
citotoxico, todavia sem valor clinico devido a sua capacidade in vivo de agredir células
normais, além das cancerigenas (CASSADY et al., 2004; SOUZA, 2012).

Em investigagdes com novas substancias com potencial anticancerigeno, foram
realizados testes de citotoxicidade in vitro frente as linhagens MDA-MB-435 MDA-MB-
435 (melanoma), HCT-8 (c6lon-humano) e SF-295 (sistema nervoso central) com as
fraches hexanica e acetato de etila da casca da espécie Salacia crassifolia (Celastraceae), e
foi possivel observar citotoxicidade significativa (DE OLIVEIRA et al., 2012; SOUZA,
2012).

Em uma pesquisa realizada com M. ilicifolia e seus efeitos sobre sementes de alface e
meristemas de cebola foram observado que o extrato teve efeitos alelopatico sobre
sementes de alface e efeitos citotoxicos sobre sementes de alface e cebola (SOUZA, 2006).

Em outro estudo realizado com a espécie Maytenus krukovii, foi possivel observar que
0 extrato da casca é capaz de induzir uma diminui¢do evidente na mutagenicidade (BRUNI
et al., 2006). Outro estudo realizado com a espécie Maytenus senegalensis, os isolados
foram testados contra células de linfoma do rato L 5178Y e mostrou citotoxicidade e inibiu
completamente o crescimento celular (OKAYE et al., 2014).

Essas atividades antitumoral do género Maytenus sp. foi relacionado devido a
presenca de taninos e derivados da catequina (PEREIRA et al., 1999; SOUZA, 2012),
encontraram-se, também, outros metabdlitos como fenilalquilaminas e flavondides
(SPIVEY et al., 2002; SOUZA, 2012) e alguns compostos triterpenicos comumente
isolados desse género, ursélico e acido oleandlico, que ja foi comprovado que inibem a
iniciacdo do tumor (LIU, 1995).

Essas investigacdes fitoquimicas de espécies representantes da familia Celastraceae
muito contribuem para o isolamento de substdncias com potencial terapéutico no
tratamento do cancer. (SOUZA, 2013)

2.2.2 Potencial Antibacteriano



22

A descoberta dos antimicrobianos trouxe beneficios para a humanidade, diversas
patologias que eram consideradas incuraveis puderam ser tratadas com o uso deste
medicamentos, dessa forma, em 1927, o cientista Alemdo Gerhard Domagk observou que
uma tinta vermelha chamada Prontosil apresentara atividade germicida, a partir de entdo se
conheceu a atividade antimicrobiana dos derivados da sulfa (World Health Organization-
WHO, 2000; SOUZA, 2012). Em 1928, Alexander Fleming descobriu que os fungos podem
produzir substancias com potencial de antibidticos, essas substancias ficaram conhecidas
depois como penicilina, logo apds, foi descoberta a estreptomicina, quinolonas, antifungicos,
antiparasitarios e antivirais, drogas conhecidas coletivamente como antimicrobianas e que
salvaram milhdes de vidas (World Health Organization-WHO, 2000; SOUZA, 2012).

Contudo, o maior problema enfrentado com uso de antibiéticos € a selecdo natural de
microrganismo resistente, o uso indiscriminado de antimicrobianos pode promover o
aparecimento de bactérias resistentes, propiciando que genes de resisténcia sejam
disseminados (SPINDLER, 2009), embora possa ser minimizado com o uso racional, se
torna inevitavel, dessa forma h& uma necessidade de novos antibidticos exigindo uma
demanda constante (WEBER; COURVALIN, 2005; SOUZA, 2012).

Buscando a identificacdo de novas substancias com atividade antimicrobiana, extratos
e compostos obtidos a partir de folhas de Maytenus foram submetidos a testes contra
microorganismaos.

Testes realizados com extrato bruto e fracdo acetato de etila de Maytenus rigida
apresentaram efeitos antibacterianos (SANTOS et al., 2011).

Outros estudos realizado com o mesmo género também apresentaram efeitos
antibacterianos, como foi o caso da Maytenus ilicifolia que apresentou atividade
antibacteriana contra as gram positivas Streptococcus sp. e Staphylococcus sp. (LIMA et
al.,1969).

Novos estudos realizados com extratos de M. robusta mostram o seu potencial tanto
para bactérias como para fungos, o extrato cloroférmio das folhas apresentou alta inibicdo
frente a S. aureus (100% * 8%), C. albicans (100% + 6%) e B. cereus (75% + 1%)
(SOUZA, 2012).

Essas atividades antibacterianas podem ser explicadas devido estudos comprovarem
que os taninos galicos podem inibir o crescimento de bactérias pela modificagdo da
permeabilidade da parede celular (ANNUK et al., 1999).
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As friedelinas e o friedelanos, compostos comumente isolados do género Maytenus,
possuem atividade antimicrobiana in vitro sobre S. aureus e E. coli (SINGH; DUBEY,
2001).

Em um estudo realizado com cultura da raiz da espécie Maytenus senegalensis,
mostrou que a mesma apresentou atividade antibacteriana, ainda que trés vezes inferior
quando comparado com o0s extratos obtidos a partir de plantas cultivadas, mostrando o
potencial antibacteriano e um recurso para as espécies que nao podem ser exploradas
(LINDSEY et al., 2006).

Os avancos na identificacdo e compreensdo dos novos mecanismos de agdo dos
antimicrobianos mostram que diversos fatores podem ser responsaveis pela acdo de
determinada substancia, contribuindo de maneira diferenciada para a atividade
antimicrobiana (CATAO, 2007). Esses avangos se mostram importantes devido o
medicamento possui quase sempre apenas um principio ativo que é responsavel pelo seu
efeito farmacoldgico, enquanto o extrato vegetal possui varios compostos ativos e inativos
que sdo responsaveis pelo seu efeito e que atuam em alvos farmacologicos diversos
(FERREIRA; PINTO, 2010).

2.2.3 Maytenus guianesis

A espécie M. guianensis (Figura 2) é uma arvore endémica da Amazonia, conhecida
popularmente como chichud, xixud, chuchauase, chucchu huashu, chuchuasi e chuchasha
(DUCKE; VASQUEZ, 1994; REVILLA, 2002; BORRAS, 2003; MENEGUETT]I, 2015),
suas folhas apresentam de 10 — 20 cm de comprimento e 3 — 4 cm de largura, veia central
proeminente em ambas as faces; apice acuminado com peciolo de 4 mm de largura, calice
colorido com dentes deciduos e pétalas obovadas de cor branca (REVILLA, 2001; 2002;
BAY - HURTADO, 2015), suas raizes e caule sdo utilizados como analgésico, anti-
inflamatorio, afrodiziaco, relaxante muscular, antirreumatico, antidiarreico e como
cosmético contra erupgdes cutaneas e prevencdo de cancer de pele (BORRAS, 2003; BAY-
HURTADO, 2015).
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Todo género Maytenus € caracterizado por uma variedade quase Unica de
fitoquimicos, principalmente triterpenos, flavondides, taninos condensados e alcaldides
sesquiterpenos (CORSINO et al., 2003; NAKAGAWA et al., 2004; BRUNI et al., 2006).
A espécie M. guianensis ndo faz excec¢do a isso, em investigacao fitoquimica da casca da
espécie, foi possivel isolar e identificar nove triterpenos, quatro friedelanos: Friedenila
(Figura 3A), Friedelinol (Figura 3B), 16p-hidroxifriedelina (figura 3C), 29-
hidroxifriedelina (Figura 3D); Tingenona (Figura 3E); 22p-hidroxitingenona (Figura 3F);
Mistura de B-amirina (Figura 3G); oa-amirina (Figura 3H); B-sitosterol (Figura 3l);
Sesquiterpene (Figura 3J).
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Figura 3: Metabdlitos secundarios isolados do EHC de M. guianensis.

Acredita-se que a funcéo fisiologica dos triterpenos em plantas € uma defesa quimica
contra patdgenos e herbivoros, e consequentemente, existe uma a possibilidade de ser
usada contra certos agentes patégenos humanos e animais (AVARENGA; FERRO, 2005).

Os friedelanos sdo os mais frequentes triterpenos isolados dessa familia (CORSINO, 1991,
AVARENGA; FERRO, 2005).
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Dentre os triterpenos ocorrentes no género Maytenus, recebem destaque os dimeros
com atividade antimicrobiana, lupanicos com atividade antiinflamatoria, friedelanicos com
atividade antiulcerogénica e antimicrobiana e sesquiterpenos com atividade citotdxica,
antitumoral e antiparisitaria atuando como anti-helmintico e tripanocida (SHIROTA et al.,
1994; GONZALEZ et al., 1996; DUARTE et al., 2002; REYES et al., 2006; MENA-
REJON et al.,2007; ANDRADE et al., 2008; MORITA et al., 2008; DELGADO-
MENDEZ et al., 2008; MENEGUETTI, 2015). Embora poucos compostos organicos
isolados tornem-se medicamentos clinicamente eficazes, essas moléculas Unicas podem
servir de modelo para elaboracéo de analogos mais eficientes (NEWMAN; CRAGG, 2007;
BRASIL, 2013).



3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar uma anélise genotoxica e antibacteriana de fracGes e isolados de Maytenus

guianensis klotzsch ex reissek (Celastraceae) Amazonico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade de fracdes e isolados de
M. guianensis;

e Investigar a atividade antibacteriana da fracdo hexanica e isolado de M. guianensis;
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4. CAPITULO I

ANALISE CITOTOXICA E MUTAGENICA DAS FRACOES DOS EXTRATOS DE

Maytenus guianensis
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4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Coleta do Material Boténico e Preparo das Fracdes

As amostras de M. guianensis foram coletadas em fevereiro de 2008 na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010)
(Latitude 02°53°S, Longitude 59°58"W). Sendo encaminhada para o laboratorio de
Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal de Rond6nia (UNIR).

A identificacdo da espécie foi realizada no Herbario do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazoénia (INPA), exsicata n® 188.485.

As entrecascas do caule foram secas em estufa (TE-394/2, Tecnal) com ventilacdo
forcada a 50 °C por 48 h, sendo em seguida realizada raspagem para retirada da entrecasca
visando aumentar a superficie de contato, obtendo-se 1,9 kg, estas que foram extraidas trés
vezes com acetona (3L x 3) em temperatura ambiente, durante 72 h, em cada ciclo. Os
extratos foram filtrados em papel filtro e o solvente rotaevaporado (rotaevaporador TE-
211, Tecnal) a 80 °C onde se obteve o Extrato Acetdnico Bruto da Entrecasca (EBC) em
quantidade de 200 g.

As fracdes foram preparados a partir de 50 g do EBC, sendo fracionado em
cromatografia de coluna com silica gel, por meio de elui¢do com hexano, acetato de etila,
etanol e cloroférmio até a exaustdo, dando origem a Fracdo Hexanica da Entrecasca (FH),
Fracdo Acetato de Etila da Entrecasca (FAC), Fracdo Etanolica da Entrecasca (FE) e

Fracdo Cloroférmica da Entrecasca (FC).

4.1.2 Anélise Genotdxica em Allium Cepa

Para a realizacdo do experimento utilizou a espécie A. cepa (conhecida popularmente
como cebola de cabeca), devido estudos enfatizarem a importancia e a utilizacdo de testes
com vegetais na avaliacdo de risco de genotoxicidade, apesar das diferencas entre os
metabolitos de plantas e animais ha também similaridades, e que ativacdo de pro —
mutagenos possui alta relevancia (BAY — HURTADO, 2015). As cebolas foram
selecionadas de tamanho uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis.

Em cada concentracdo e controles foram utilizados 10 bulbos de A. cepa, sendo estes

submersos para germinacdo em 50 mL dos extratos em estudo a 24 °C, durante 72 horas.
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Para os testes foram utilizados todas as fragdes na Concentracdo de 100 pg/mL =5
mg da Droga dissolvido em 500 pL do solvente etanol e os seguintes controles: Controle
negativo (CN): contendo apenas H>0 mineral, Controle negativo do Solvente (CNS):
contendo H>0 mineral adicionado de 1% 500 pL de Etanol e Controle positivo (CP):
contendo 800 mg/L de paracetamol comercial + 500 pL de Etanol, descrita como
citotoxica e mutagénica (BESSEMS et al., 1995; STURBELLE et al., 2008; DUSMAN et
al., 2012).

J& para os testes anticitotoxicos e antimutagénicos foram utilizadas as mesmas
concentragdes das fracOes descritas acima, adicionado do CP.

A analise citotoxica em A. cepa foi realizada com base na germinacdo dos
meristemas (FISKESJO, 1986). As raizes foram medidas com 72 horas, apds o inicio da
germinagdo. De cada bulbo de A. cepa foram medidas as trés maiores raizes, totalizando 30
raizes por tratamento. A medicdo foi realizada com régua escolar simples graduada em cm.

As analises mutagénicas e de indice mitético ocorreram em torno de 72 horas apds o
inicio do teste, os meristemas foram coletados com 0,1 a 2,5 cm de comprimento, lavados
em agua destilada, seguida de hidrdlise com HCL 1N por 10 minutos em banho-maria a 60
°C, sendo os tubos resfriados em agua corrente. Apds nova lavagem dos meristemas
hidrolisados em agua destilada foram realizados esfregacos em duas laminas por bulbo
(totalizando 20 laminas por tratamento), postas em seguida sob gelo seco por um minuto
para retirada da laminula e aguardado por 30 minutos em temperatura ambiente para
secagem. Em seguida, as mesmas foram coradas conforme Meneguetti et al. (2012),
utilizando o kit Pandtico Rapido composto de trés recipientes: primeiro triarilmetano a
0,1%, segundo xantenos a 0,1% e terceiro 51 iazinhas a 0,1%, sendo as laminas submersas
10 vezes em cada recipiente com submersdes de 1 segundo de duracdo na sequéncia
descrita acima (POLETTO et al., 2011; FAO et al., 2012; SILVA et al., 2012; OLIVEIRA;
YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013).

Posteriormente as laminas foram lavadas em agua deionizada com o pH 7,0 e secas
em temperatura ambiente. Em cada |&mina foram contadas mil células e quantificado a

quantidade de micronucleos e o percentual de células em interfase e mitose.

4.1.3 Analise estatistica
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Utilizou-se o software Graphad Prism 5.0 sendo aplicada a Analise de Variancia

(ANOVA) e o teste Tukey, para os testes de toxidade e mutagenicidade sendo considerado

significante a partir de P<0,05.

Para o calculo de indice Mitdtico aplicou-se a seguinte equacdo: (NUmero Total de

Células em Mitose + Numero Total de Células x 100), sendo em seguida aplicado o teste

quiquadrado, sendo considerado significante a partir de P<0,05.

4.2. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos por meio das analises toxicologicas, antitoxicologicas,

mutagénicas e antimutagénicas das fracfes de M. guianensis sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Tabulagdo dos dados dos testes de toxicidade, antitoxicidade, mutagenicidade e antimutagenicidade.

(Concentrages em mg/mL)

Toxicidade Antitoxicidade
Espécimes

(A. cepa) CN CNS FH FE FAC FC CN CNS CP FH FE FAC FC
1 18 11 0,5 04 0,2 0,9 18 11 0,2 0,6 0,2 01 04
1,6 11 0,5 0,5 0,2 0,6 1,6 11 0,2 0,5 0,2 0 04

15 1 0,4 0,5 0,2 05 1,5 1 0,1 0,5 0 0 0,1

2 14 14 0,9 0,6 04 0,8 14 14 0,3 0,8 0,1 0,2 0,6
15 11 0,8 0,2 0,3 0,5 15 11 0,1 0,5 0,1 0,2 05

12 0,9 0,5 0,2 0,3 0,5 12 0,9 0,1 0,5 0,1 0 04

3 15 0,8 12 0,3 0,6 0,9 15 0,8 0,4 1 0,3 0,3 05
15 0,9 0,9 0,3 0,6 0,8 15 0,9 0,1 1 0,1 01 0,3

12 11 0,5 0,3 0,3 0,8 12 11 0 0,9 0,1 01 0,3

4 14 0,8 14 0,3 0,5 0,5 14 0,8 0,1 0,6 0,2 01 0,5
1,8 0,7 11 0,2 0,2 0,4 18 0,7 0,1 0,5 0,1 01 0,2

2 0,7 1 0,2 0,1 0,4 2 0,7 0 0,3 0,1 0 0,2

5 1.8 0,5 1 0,5 04 11 18 0,5 0,1 0,9 0,3 04 0,3
2,2 0,6 1 0,4 01 0,8 2,2 0,6 0 0,4 0,2 0,2 01

14 0,8 0,9 0,4 01 0,7 14 0,8 0 0,4 0,2 0,2 01

6 12 0,5 14 0,8 0,6 0,8 12 0,5 0,3 0,6 0,3 01 04
14 0,6 0,8 0,5 0,3 0,8 14 0,6 0,3 0,6 0,2 01 04

15 0,6 0,8 04 0,2 0,7 15 0,6 0,1 0,5 0,2 0 0,3

7 1 0,6 12 0,9 04 0,5 1 0,6 0,1 0,9 0,2 01 0,7
0,9 0,8 0,9 0,8 0,1 0,5 0,9 0,8 0,1 0,9 0,2 0 0,5

0,8 0,9 0,6 0,5 0,1 0,4 0,8 0,9 0 0,7 0,1 0 04

8 0,9 0,8 11 0,6 0,4 1 0,9 0,8 0,2 11 0,1 0,2 0,6
1,1 1,1 1 0,5 0,2 0,8 11 11 0,1 1 0 0,1 0,5

0,9 1 1 0,5 01 0,5 0,9 1 0,1 1 0 01 05

9 0,9 0,5 0,9 0,6 0,3 11 0,9 0,5 0,1 12 0,1 01 0,3
0,8 04 0,9 0,6 0,3 0,5 0,8 0,4 0,1 1 0,1 01 0,2
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0,5 04 0,7 0,5 0,2 04 0,5 04 0 0,6 0,1 0,1 0,2
10 1 0,6 14 0,7 0,3 13 1 0,6 0,2 11 0,2 0,2 0,5
1,2 0,8 1,2 04 0,1 13 1,2 0,8 0 0,8 0,2 0 0,4
1 0,8 11 0,3 0,1 1 1 0,8 0 0,8 0,1 0 0,2
Média 13 0,8 0,92 0,46 0,27 0,73 13 0,8 0,12 0,74 0,15 0,11 0,37
Mutagenicidade Antimutagenicidade
CN CNS FH FE FAC FC CN CNS CP FH FE FAC FC
1 3 4 6 11 7 1 3 8 8 9 13 14
! 2 2 5 5 9 5 2 2 12 7 11 15 11
1 2 2 5 9 3 1 2 5 4 13 11 10
2 1 5 2 3 11 4 1 5) 9 6 13 10 12
0 4 5 8 10 3 0 4 14 2 13 16 13
3 2 3 3] 8 7 3] 2 3 10 3 14 18 16
1 2 4 5 13 5 1 2 16 6 10 15 8
4 2 4 6 6 6 8 2 4 12 6 16 14 10
1 3 5 3 6 4 1 3 9 5 9 15 7
> 0 3 4 7 8 4 0 3 9 6 8 11 9
0 3 4 9 7 B 0 3 9 8 8 9 7
0 0 4 2 10 7 6 0 4 14 4 9 10 7
0 6 2 11 7 4 0 6 13 7 7 14 13
! 1 2 5 11 5 3 1 2 14 3 11 19 14
2 3 8 8 6 2 2 3 9 4 14 12 15
8 2 4 1 5 8 3 2 4 7 4 14 13 15
1 4 6 4 6 5 1 4 16 6 15 11 16
® 1 5) 7 4 9 8 1 5) 14 3 11 15 10
2 6 3 5 11 3 2 6 13 5 9 14 10
10 0 3 1 3 10 4 0 3 15 5 10 17 9
Média 1 35 39 6,3 8,3 44 1 35 11,4 51 11,2 13,6 11,3

CN: Controle negativo; CNS: Controle negativo do solvente; FH: Fracdo hexanica; FE: Fragdo etandlica; FAC:

Fracdo acetato de etila da entrecasca; FC: Fracéo cloroférmica

Os dados mostram que as fracbes FE e FAC de M. guianensis apresentaram

toxicidade quando comparado ao CNS.

As fracdes FH e FC ndo apresentaram efeitos toxicos (Figura 4) e ainda apresentaram

acdo antitoxicidade (P<0,001), contra os efeitos ocasionado pelo paracetamol na

concentragdo de 800 mg/L conforme o observado no CP (Figura 5).
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Figura 4: Toxicidade das fraces de M. guianensis

Significativo em relagdo ao CN *** (P<0,001).
Teste Anova e Tukey. Significativo em relacdo ao

CNS ## (P<0,001). Teste Anova e Tukey.
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Figura 5: Antitoxicidade das fra¢cBes de M. guianensis

Significativo em relagdo ao CP *** (P<0,001). Teste
Anova e Tukey

Resultados semelhantes foram encontrados por Meneguetti et al. (2014b), onde nas

concentragdes de 3,85 mg/mL e 38,5 mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis,

apresentaram acdo antitoxicologica, contra os efeitos ocasionados pelo paracetamol na

concentracdo de 800 mg/L mesma concentracdo utilizada no CP do presente estudo.

Os efeitos ndo tdxicos de espécies do género Maytenus, também foi observado em

outro estudo realizado com M. peduncularis, M. procumbens, M. senegalensis e M. undata,
contra linhagens de células Vero (AHMED et al., 2013).
Os tratamentos que apresentaram agdes mutagénicas foram as fracbes FE e FAC

(P<0,001) (Figura 6). Nos testes de antimutagenicidade os resultados foram semelhantes

aos testes antitoxicidade, tendo acéo significativa FH (P<0,001) (Figura 7).
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Figura 6: Efeitos mutagénicos das fracfes de M.
guianensis

Significativo em relacdo ao CN *** (P<0,001).
Teste Anova e Tukey Significativo em relagdo ao
CNS ## (P<0,001). Teste Anova e Tukey
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Resultados semelhantes foram observados em um estudo realizado com extrato
aquoso de M. guianensis em A. cepa, onde foi possivel observar que nas concentragdes de
3,85 mg/mL e 38,5 mg/mL ndo apresentou acdo mutagénica, e ainda atuam como
antimutagénico (MENEGUETTI et al., 2014b), esses mesmos extrato, nessas mesmas
concentracdes ndo apresentou efeitos genotoxicos e ainda possui a¢do antigenotoxica em
camundongos tratados de forma aguda (MENEGUETTI et al., 2015a).

Outro estudo realizado com extrato etandlico bruto de M. rigida in vivo, por meio do
teste de micronlcleos, ndo foi observado mutagenicidade (TAVARES, 2013), esses
achados também foram observados com extratos hidroalcodlicos de M. robusta que nédo
apresentou nenhum efeito clastogénico nas células da medula Ossea de ratos
(RAYMUNDO et al., 2012). Efeitos ainda mais promissores foram observados in vitro
com extrato de M. ilicifélia, onde foi evidenciada uma redugdo da mutagénese induzida
pela epigalocatequina-3-galato no teste de AMES (KRUL et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2009).

Acredita-se que os efeitos antimutagenicos e antigenotdxicos, ocorrentes no género
Maytenus, estdo relacionados diretamente com a ocorréncia de triterpenos, visto que
grupos isolados de triterpenos que foram testados in vitro, apresentou uma atividade
citotoxica significativa contra células 4T1 (SOUSA et al., 2014), esse mesmo grupo
exibem citotoxicidade frente algumas linhagens celulares de varios tipos de cancer
(CHATURVEDI et al., 2008; SIDDIQUE; SALEEM, 2011; TAVARES, 2013), vindo de
encontro com o presente estudo, visto que diversos triterpenos ja foram isolados de FH de
M. guianensis (FACUNDO et al., 2015).

Os resultados de citotoxicidade e anticitotoxicidade dos diferentes tratamentos sobre

o ciclo de A. cepa podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2. Tratamento e nimero total de células de A. cepa analisadas no ciclo celular em interfase e mitose

Ndmero de Células

Tratamento Indice Mitético (%6)
Total Interfase Mitose
CN 20.000 15.982 4.018 20,09
CNS 20.000 17.142 2.858 14,29***
FH 20.000 16.805 3.195 15,97***
FE 20.000 17.614 2.386 11,93%** #
FAC 20.000 18.453 1.547 S ki
FC 20.000 17.610 2.390 11,95%** #
CP 20.000 19.008 992 4,96
CP+FH 20.000 17.213 2.787 13,93 ***
CP+ FE 20.000 18.908 1.092 5,46
CP+ FAC 20.000 19.076 924 4,62
CP+ FC 20.000 17.643 2.357 11,78 ***

Significativo em relacdo ao CN *(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001). Teste Teste Qui-Quadrado
Significativo em relacdo ao CNS #(P<0,05), ## (P<0,01) e ## (P<0,001). Teste Teste Qui-Quadrado

CN: Controle negativo; CNS: Controle negativo do solvente; FH: Fracdo hexanica; FE: Fragdo etandlica; FAC:
Fracdo acetato de etila da entrecasca; FC: Fracdo cloroférmica; CP: Controle positivo;

A fracdo FH ndo apresentou atividade citotdxica, quando comparado ao CNS, e ainda
teve uma acdo anticitotoxica quando comparado com o CP (P<0,001). J& a FC apresentou
acdo citotdxica e anticitotoxica, semelhante aos dados encontrados por Meneguetti
(2014b), onde na concentragdo de 77 mg/mL demonstrou ter acdo citotoxica e
anticitotdxica na presenca do parecetamol.

Os efeitos anticitotoxicos podem estar relacionado a presenca de triterpenos como
friedelina e o friedelol que apresentam atividade citotoxica sobre células de linhagens
tumorais in vitro (OKABE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009), esses grupos também ja
foram encontrados em FC de M. guianensis (FACUNDO et al., 2015). Em outros estudos
ja foi comprovado que as principais atividades bioldgicas atribuidas aos derivados desses
sesquiterpenos estdo: atividade antitumoral e inseticida (TAKAISHI et al.,1993; SOUZA,
2013)

As fracbes FE, FAC apresentaram acgdo citotoxica e ndo tiveram efeito
anticitotoxico, quando comparado aos CNS e CP respectivamente. Esses efeitos foram
observados em outro estudo com meristemas de A. cepa, onde utilizou fragdes de M.
guianensis, sendo possivel observar que a exposicdo por 48 horas, nas concentracoes de 50
mg/mL; 100 mg/mL; 200 mg/mL das fracbes de M. guianensis foi evidenciada a
capacidade antiproliferativa da célula, porém nesse estudo ndo foi observado acdes
clastogénica e aneugénica (BAY — HURTADO, 2015), diferentemente de outro estudo

onde na concentragdo de 192 mg/mL do extrato aquoso da mesma espécie, demonstrou o
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aumento significativo de micronlcleos e algumas pontes anafasicas (MENEGUETI et al.,
2014b), os mesmos que também foram observados na FE e FAC, porém ndo foi
quantificado a quantidade de pontes anafésicas.

Em estudos realizados por Meneguetti (2015a), com extrato aquosa de M. guianensis
em um ensaio cometa com camundongos foi possivel observar que as concentracdes de 77
mg/mL e 192 mg/mL apresentaram acdo mutagénica em relacdo ao CN. Esse fato pode ser
explicado devido muitos compostos naturais encontrados em varias plantas consumidas
pelas populacBes tradicionais sdo potenciais agentes cancerigenos ou promotores de
tumores e deve ser evitado seu uso por longos periodos e em concentracdes elevadas
(BODE; DONG, 2014; MENEGUETTI et al., 2015a), visto que as concentracbes de
77mg/mL e 192mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis sdo 20 e 50 vezes mais
concentradas que o uso popular da mesma (CAMPAROTO et al., 2002; MENEGUETTI et
al., 2014b; MENEGUETTI et al., 2015a)

4.3 CONCLUSAO:

O presente estudo demonstrou que as fracbes FH e FC de M. guianensis nao
apresentaram efeitos tdxicos, citotoxicos e mutagénicos e a FH apresenta ainda efeitos
Antitdxicos, anticitotdxicos e antimutagénico. Porém ainda séo indicados estudos futuros
in vitro e in vivo, a fim de melhorar a compreensao dos efeitos fisioldgicos das fracdes e de
seus isolados, sendo averiguados os possiveis efeitos sinérgicos, ou até potencializacdo dos

resultados com os isolados.
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5.1. MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Preparo do extrato, Fracgdes e Isolados

As amostras de M. guianensis foram coletadas em fevereiro de 2008 na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010)
(Latitude 02°53°S, Longitude 59°58"W). Sendo encaminhada para o laboratério de
Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal de Rond6nia (UNIR).

A identificacdo da espécie foi realizada no Herbario do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazénia (INPA), exsicata n® 188.485.

As entrecascas do caule e folhas, foram secas em estufa (TE-394/2, Tecnal) com
ventilagdo forcada a 50°C por 48 h, sendo em seguida realizada raspagem para retirada da
entrecasca visando aumentar a superficie de contato, obtendo-se 1,9 kg, estas que foram
extraidas trés vezes com acetona (3L x 3) em temperatura ambiente, durante 72h, em cada
ciclo. Os extratos foram filtrados em papel filtro e o solvente rotaevaporado
(rotaevaporador TE-211, Tecnal) a 80°C onde se obteve o Extrato Acetonico Bruto da
Entrecasca e Folha.

As fraces foram preparadas a partir de 50g de cada extrato bruto, sendo fracionado
em cromatografia de coluna com silica gel, por meio de eluicdo com hexano, acetato de
etila, etanol e cloroférmio até a exaustdo, dando origem a Fracdo Hexanica da Entrecasca
(FH) e Folha (FHF), Fracdo Acetato de Etila da Entrecasca (FAC) e Folha (FACF), Fracédo
Etandlica da Entrecasca (FE) e Folha (FEF), Fracdo Cloroférmica da Entrecasca (FC) e
Folha (FCF).

O isolamento dos metabdlitos secundéarios, so foi realizado na FH, visto que foi a
fracdo que apresentou resultados satisfatérios (dados mostrados nos resultados e
discussbes). A partir da FH foi realizada cromatografia em coluna de gel de silica,
efetuando a eluicdo com n-hexano, e posteriormente, com n-hexano: CHCI3 misturados
com polaridade crescente. As estruturas de todos os compostos isolados foram elucidadas
pela andlise de seus dados espectrais (IR, MS, *H e *C, incluindo COSY, HMQC, HMBC
e NOESY) e por comparacdo com os dados da literatura (FACUNDO et al., 2015).

A partir da FH foram isolados quatro metabdlitos secundarios: Friedelan-3-ona,
Tingenina B  (22p-hidroxi-tingenona), Friedelinol (3-B-Hidroxifriedelano) e 29-
hidroxifriedelina, todos ja isolados anteriormente na espécie M. guianensis (FACUNDO et
al., 2015; MENEGUETTI; FACUNDO, 2015).
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5.1.2 Determinacéo da Atividade Antibacteriana

As amostras obtidas foram submetidas ao ensaio de atividade antimicrobiana
utilizando a técnica de difusdo em disco segundo o NCCLS (2003). Para tanto, as bactérias
patogénicas Staphylococcus aureus ATCC 12598, Streptococcus pneumoniae ATCC
11733, Escherichia coli ATCC 10536 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 foram
crescidas a 37°C por 4-6 h sendo sua turbidez ajustada para escala 0,5 de McFarland. As
bactérias entdo foram inoculadas em placas de Petri contendo meio Muller-Hinton,
depositados sobre estes discos de papel e sobres estes 20 pL das amostras e incubados a 37
°C por 24 h. Posteriormente ao processo de incubacdo, foram considerados com atividade
antibacteriana, as amostras que ndo permitiram o crescimento bacteriano ao redor do disco.
Para o controle positivo foi utilizado o Clorofenicol com concentracdo de 30mg. Os halos de

inibicdo produzidos foram medidos com ajuda de paquimetro digital.

5.1.3 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima — CIM

Os extratos vegetais que apresentaram atividade antibacteriana foram submetidos a
novos ensaios para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) para cada uma das
espécies de bactérias que os mesmos mostraram eficacia. A CIM é a menor concentracdo
da amostra capaz de inibir o crescimento microbiano. Neste método, a CIM € determinada
com uma sequéncia decrescente de concentracBes da amostra em um meio nutriente
(liquido), que é inoculada com a concentracdo padronizada do microrganismo em teste
(ZACCHINO; GUPTA, 2007). Cada uma das amostras foi diluida a partir da concentracao
inicial na proporcdo 1:1 expectro de concentragdo, acrescentando 200 pl para cada
diluicdo, totalizando 6 concentracGes diferentes, os ensaios foram realizados em difusédo
em disco e em triplicata. No final do tempo de incubacdo (24 horas), os halos inibitérios

foram mensurados com ajuda do ImageJ.

5.1.4 Andlises Estatisticas

Os dados apresentados sdao a média das triplicatas dos halos de inibicdo dos
experimentos e comparado com os dados do Clorofenicol.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

Todas as fracbes foram testadas contra Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Sendo que a Unica que apresentou
resultado satisfatério foi a FH, tendo atividade contra S. aureus e S. pneumoniae (Tabela
3).

Tabela 3. Atividade biol6gica da fracédo hexanica de M. guianensis

Bactérias antrole Amostra
Clorofenicol 30pg/mL FH 20 pg/mL
Staphylococcus aureus 18,6 mm 12 mm
Streptococcus pneumoniae 15 mm 20,4 mm

mm: milimetro

Os valores dos testes antibacterianos mostraram uma maior atividade da FH para as
bactérias S. aureus e S. pneumoniae, apresentando como halo de inibicdo 12,0 mm e 20,4
mm respectivamente, quando comparado com a droga controle o Clorofenicol, que mesmo
sendo realizado em concentrag0es maiores de 30 mg, apresentou como halo de inibicdo de
18,6 mm e 15 mm respectivamente. Esses resultados discordam com os encontrados por
Estevam et al. (2009), onde o extrato hexanico da entrecasca de M. rigida nédo apresentou
atividade antibacteriana tanto para Gram positivo S. aureus como para Gram negativo E.
coli. Esta variacdo em relacdo a presenca de atividade antibacteriana pode ndo estar
relacionada somente a caracteristica da planta, uma vez que diversas espécies apresentam
diferentes principios ativos, mas também pode estar relacionada as caracteristicas das
cepas testas (SANTOS et al., 2011). Estes resultados estdo de acordo com os realizados por
Lindsey et al. (2006), em que cultura de raiz de M. senegalensis apresentou atividade
antibacteriana contra Gram positiva S. aureus e Bacillus subtilis.

A FH ndo apresentou resultado satisfatorios contra klebsiella pneumoneae e E. coli,
do grupo das bactérias gram negativas, isso pode ser explicado devido sua parede
apresentar uma dupla membrana, que apesar de todas as bactérias terem uma membrana
interna, as bactérias gram-negativas tém uma Unica membrana externa evitando com que
certos farmacos e antibidticos penetrem na célula (SERAFIM, 2013).

Entre os metabolitos secundarios isolados, o que apresentou melhor atividade

antibacteriana foi tingenina B (Figura 8), conforme pode ser observado na (Tabela 4).
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Figura 8: Isolado Tingenina B de M. guianensis

Tabela 4: Atividade bioldgica de composto isolado de M. guianensis

Bactérias Con_trole _ Amostra
Clorofenicol 30mg Tingenina B 20 pg/mL

Staphylococcus aureus 18,6 mm 15,6 mm

Streptococcus pneumoniae 15 mm 14,4 mm

mm: milimetro

O isolado tingenina B, ndo apresentou atividade bioldgica frente as cepas Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae, resultados similares foram encontrados por Lima et. al (2016),
em que isolados Tingenina B e Tingenona de M. guianensis ndo apresentaram efeitos
satisfatorios contra as cepas E. coli. Esses dados ndo estdo de acordo com os encontrados
por Rodrigues (2011), em que ensaios antibacterianos realizados com Tigenona
apresentaram 100% de inibicdo Escherichia coli. Outro estudo realizado com isolados de
triterpenos, acido ursélico, acido betulinico e um diterpeno fendlico, o carnosol, contra
bactérias produtoras de P-lactdmicos, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, 0s
compostos apresentaram acdo antibacteriana considerada moderada, os resultados sao
considerados promissores, visto que estas bactérias sdo frequentemente resistentes a varios
antibidticos (DALMARCO et al., 2005). Mesmo o isolado tingenina B ndo ter apresentado
resultados satisfatorio contra E. coli e K. pneumoniae, outros resultados mostram o grande
potencial do grupo triterpenos para atividades antibacterianas.

Entretanto, o isolado tingenina B apresentou resultados promissores frente as cepas

de S. aureus e S. peneumoniae, quando comparado ao controle positivo. Resultados
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semelhantes foram encontrados por Lima et al. (2016), em que isolados de tigenina B e
tingenona, na concentracdo de 20 pg/mL, apresentaram resultados satisfatorios frente as
cepas S. aureus com halo de inibicdo de 18 mm. Em outra pesquisa realizada com isolado
tingenona, 0 mesmo apresentou melhor potencial antibacteriano quando comparada a
Azitromicina, um antibidtico que suprime a biossintese de proteina e retarda o crescimento
bacteriano, com CIM de 0,12ug/mL e 4,0 pg/mL. Isso pode ser explicado devido essas
substancias isoladas apresentarem um melhor fator de inibicdo de S. aureus (RODRIGUES
etal., 2012).

Outro estudo realizado com sesquiterpenos, o laurinterol, isolaurinterol, alolaurinterol
e cupalaurenol, apresentaram um amplo espectro de atividades contra bactérias gram-
positivas, incluindo S. aureus resistente a meticilina, S. pneumoniae resistente a penicilina
(MACHADO et al., 2010), resultados semelhantes foram encontrados por Lima et al.
(2016), em que mistura dos isolados de tingenina B e tingenona (na concentracdo de 20
pg/mL), apresentaram resultados satisfatorios frente a S. aureus resistente a meticilina com
halo de inibicdo de 12 mm. Esses resultados estdo de acordo com os apresentados nesse
trabalho, em que isolado tingenina B apresentou atividade contra a bactéria S. pneumoniae
e S. areus, mostrando novamente o potencial do grupo triterpenos.

A determinacdo da atividade antibacteriana possibilitou a avaliacdo e a determinacao
do CIM com base na mensuracdo dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento
(Tabelas 5 e 6).

Tabela 5: Concentracao Inibitéria Minima da FH

Microorganismos testados/Halo de inibicdo em mm

Amostra/
) Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae
10pg/mL 12,2mm 8,3mm
5ug/mL 12,7mm 9,2mm
FH 2,5ug/mL 12,8mm -
1,75pg/mL 12,1mm -
0,37ug/mL 10,3mm -
0,18ug/mL - -

Hg: microgramas
mm: milimetro
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Tabela 6: Concentragéo Inibitéria Minima do isolado Tingenina B

Microorganismos testados/Halo de inibicdo em mm

Amostra
Gy, Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae

10pg/mL 12,6mm 9,4mm

5ug/mL 19,9mm 9,5mm

N 2,5ug/mL 12,7mm 8,5mm
TigeninaB 9 751 9/mL 12,2mm ;
0,37pug/mL 11,5mm -
0,18ug/mL - -

Mg: microgramas
mm: milimetro

A FH apresentou uma CIM de 0,37 ug/mL e 5 pg/mL para S. aureus e S. pneumoniae
respectivamente. Este resultado esta de acordo com o encontrado por Dalmarco et al.
(2006), em que a fracdo hexanica de M. ilicifolia, apresentou acdo frente as cepas de S.
aureus, apresentando uma CIM de 0,39 mg/mL. Segundo Virtuoso et al. (2015), isso pode
ser explicado devido os triterpenos presentes nas plantas estarem concentrados geralmente
nas fragdes mais apolares, nesse caso na fragdo hexanica, e essas substancias séo
conhecidas por diversas atividades bioldgicas, principalmente antibacteriana.

Todavia, quando comparado a FH com o isolado tigenina B, esse ultimo mostra uma
melhor atividade tanto para S. aureus como para S. pneumoniae apresentando CIM de 0,37
pg/mL e 2,5 pg/mL, com halos de inibicdo de 11,5 mm e 8,5 mm respectivamente. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrado por Léon et al. (2010), que realizou um estudo
a partir da raiz de Maytenus blephorodes e mostrou que os compostos isolados (zeylasterone
e demethylzeylasterone, dois 6-oxofendlico triterpeno), apresentaram melhor atividade
contra S. aureus.

Resultados semelhante foi observado por Mokoka (2013), em que isolados das folhas
de Maytenus untada (sensibilidade a 3-0xo-11a acido-hydroxyolean-12 eno-30-0ico e 3,11-
acido-dihydroxyolean-12 eno-30-6ico. Friedelan -3  —ol e 3-ox0-11a acido-methoxyolean-
12 eno-30-0ico) apresentaram efeitos contra todos 0s microorganismos testados S. aureus,
Enterococcus feacalis, E. coli e Pseudomonas aeruginosa, todavia S. aureus foi o que
apresentou menor sensibilidade a todos os testes, apresentando a CIM superior a 250 pg/mL,
a concentragao mais alta testada.

Outro estudo realizado com extratos da casca de Maytenus chuchuhuasca, onde foi

possivel observar a inibicdo da polimerizacdo de tubulina-proteina que estd associada a
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sustentacdo celular, ou seja, ao “citoesqueleto” desempenhando atividade anti-mitética. Os
compostos responsaveis por essa inibicdo foram os triterpenos quinonametideos tingenona,
22B-hidroxitingenona, pristimerina e celastrol (MORITA, 2008; TRINDADE, 2013).
Mostrando o grande potencial desse composto isolado ndo somente para efeitos

antibacterianos como também para outras atividades antimicrobianas e parasitarias.

5.3. CONCLUSAO:

Foi investidado, o potencial efeito antibacteriano da fracdo hexanica e o isolado
tingenina B de M. guianensis. Considerando os resultados dos testes, nota-se que a FH e o
isolado tingenina B ndo apresentaram atividade bioldgica frente as cepas E. coli e k.
pneumoniae, contudo ambas as drogas mostraram potencial antibacteriano contra S. aureus
e S. pneumoniae.

Os resultados observados nesse trabalho, possibilitam que estudos futuros possam ser
realizados com bactérias patogenas, visando a melhor exploracdo dos potenciais
antibacterianos e na obtencdo de um novo protétipo de farmaco ou fitoterdpico como

antibidtico que possam servir de subsidio, visando novas alternativas terapéuticas.
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O teste com A. cepa mostraram que a espécie M. guianensis ndo apresenta efeitos
toxico, citotoxico e mutagénico e ainda apresenta efeitos antitoxicos, anticitotoxicos e
antimutagénico. Porém, ainda sdo indicados estudos futuros in vitro e in vivo, a fim de
melhorar a compreensdo dos efeitos fisioldgicos das fragdes e de seus isolados, sendo
averiguados os possiveis efeitos sinergicos, ou até potencializacdo dos resultados com os
isolados.

Na investigacdo antibacteriana detectou-se que a FH e o isolado Tingenina B néo
apresentaram efeitos satisfatorios contra as cepas E. coli e k. pneumoniae, todavia ambas as
drogas mostraram potencial antibacteriano contra S. aureus e S. pneumoniae. Quando
comparado a FH e a Tingenina B, a mesma apresentou melhor potencial antibacteriano
contra as cepas testado.

Foi possivel observar que a FH possui potencial antibacteriano e ndo apresenta
toxicidade para o organismo, apresentando ainda uma acédo anticitoxica. O que leva a crer
no potencial desse composto para um novo protdtipo de farmaco ou fitoterapico como
antibiotico e antitumoral que possam servir de subsidio, para novas alternativas
terapéuticas, todavia, estudos futuros ainda séo indicados para investigar o0 mecanismo de

acdo para cada atividade avaliada.
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